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4-硫脱氧胸苷及类似物在 UVA光辅助治疗
抗癌药物方面的研究
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摘 要 本文叙述了含硫碱基 DNA 的化学和医疗应用。硫碱基(thio-base)有其独特的性质，比如，易
烷基化，易氧化和强的紫外长波(315—400nm，UVA)吸收。这些特定化学和物理性质存于含硫碱基、含硫核
苷和含硫碱基的 DNA 中，它们对制备修饰的 DNA 和含硫碱基的 DNA 与其他生物大分子之间进行光诱导的
交联反应非常有用。功能化的含有硫碱基的 DNA 及其类似物可用于 DNA 的修复研究。本文介绍和评述了
利用紫外光 /含硫胸腺嘧啶脱氧核苷(UVA / thiothymidine)的抗癌疗法，同时，探讨了含硫核苷类似物和紫外
光之间的协同作用，为癌症和其他疾病治疗提供一种新的方法。
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UVA Light-Assisted Anticancer Drugs———
Study on 4-Thiothymidine ＆ Its Analogues
Zhang Xiaohui1* Wang Ailing1 Li Depeng1 Xu Yaozhong2
(1. College of Environment and Chemical Engineering，Dalian University，Dalian 116622，China;
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Abstract The article reviews the chemical methods for the preparation of DNA containing 4-thiothymine. 4-
Thiothymine has several unique properties，such as easy alkylation，ready oxidation and strong absorption in UVA
region. These chemical and physical properties are retained at its nucleoside and DNA levels and particularly useful
for chemical manipulation and photo crossing of the thiothymine DNA with other biomolecules of interest. The
ability to make DNA containing thiothymine or their functionalized analogues is also useful for studying DNA
repairs. UVA / thiothymidine anti-cancer therapy is also introduced and discussed. The synergetic exploration of
sulfur-containing nucleoside analogues and ultraviolet light could provide a new way for treatment of cancer.
Key words thiothymidine;modified bases;DNA repair;anticancer drugs;photodynamic therapy (PDT)
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1 引言
众所周知，癌症已成为目前人类最主要的死因
之一。癌症产生的主要原因是 DNA 损伤。一般来
说，DNA 频繁地受细胞内部和外部物质的破坏［1］，
细胞中受损的 DNA 在一段时间内可被修复变为正
常细胞，但在某些情况下受损的 DNA 在一段时间内
不能被修复，由此会产生癌症或导致细胞死亡［2］。
目前治疗恶性肿瘤的方法主要有放疗、化疗和手术
治疗等。手术治疗往往是在癌症的晚期，成功率不
高，最常采用的是化疗和放疗。化疗是以药物为主
要的治疗手段，因此寻找选择性高的抗癌药物是当
前医药界的重要研究课题。
化疗又叫化学治疗，是一种通过改变 DNA 从而
完全杀死癌细胞的系统方法，是治疗癌症的重要手
段之一。但目前应用的化疗药物具有较大毒性，以
致于杀死癌细胞的同时也杀伤了正常的组织细胞。
因此，寻找靶位精确且不伤害或少伤害正常细胞的
抗癌药物已成为一项重要的前沿课题。放疗也叫辐
射治疗，是用电离辐射对癌症和其他疾病进行治疗。
电离辐射通过聚集能量进而破坏 DNA，达到破坏靶
组织的目的，一般采用高能 X 射线和 γ 射线。放疗
能够将射线精确地聚焦在靶组织上，然而高能射线
在杀死癌细胞的同时也会伤害正常细胞。很明显，
放疗和化疗方法对病人都具有严重的副作用，因此
迫切需要一种更好的癌症治疗方法，也就是综合以
上两种治疗方法的优点即化疗中系统传递(能使药
物到达全身癌细胞)和放疗中靶位辐射(射线专一
性地作用于局部组织)。这样的治疗方法有现在流
行的光动力疗法(photodynamic therapy，PDT)和正
在研发的紫外光(UVA)辅助抗癌药物治疗方法。
本文结合本研究小组近年来在含硫胸腺嘧啶核
苷作为紫外光(UVA)辅助作用下抗癌药物研究领
域中的工作，重点介绍和评述了光 动 力 疗 法
(PDT)、紫外光 /含硫胸腺嘧啶脱氧核苷(UVA /
thiothymidine)抗癌疗法、4-含硫脱氧胸(腺嘧啶脱氧
核)苷 DNA 合成化学及化学和物理性质以及其在
生物学研究中的应用等方面的研究进展，并对在紫
外光(UVA)辅助下含硫脱氧胸苷的 DNA 作为抗癌
药物的新型技术等研究成果做出展望。为进一步癌
症治疗研究提供了方向和思路，期待更多的生物和
化学工作者介入本领域的研究中来。
2 光动力疗法(PDT)概述
癌症治疗中具有挑战性的任务就是选择性地靶
向杀死癌细胞，同时，减小对正常细胞的破坏。光学
治疗是目前临床采用的治疗方法之一，现有光动力
疗法 (photodynamic therapy，PDT)［3］:主要是基于
“光敏药物”对肿瘤细胞和对正常组织细胞具有不
同的亲合性，利用光敏剂选择性地实现在肿瘤组织
中的光生化反应，达到杀死肿瘤细胞的目的。其主
要过程如下:
单态吸收:1 S + hν→1 S·
系统间交叉衰变:1 S·→3 S·
分子内部交换:3 S· + 3O2→
1 S + 1O2·
细胞氧化:1 O2· + 细胞→Ox
其基本原理是:光敏剂在各组织中的半衰期不
同，经一段时间后，光敏剂浓度在成肿瘤组织中高于
其周围正常组织。在特定波长光的照射下产生共振
激发，基态光敏剂(S)吸收光子后，由短暂存在的单
线态(1 S)转变成激发三线态(3 S)，三线态光敏剂一
方面作用于组织底物或氢原子或电子，其产物再与
三线态氧分子(3 O2)作用形成各种氧化物(Ox);另
一方面它可直接将能量转移给氧，形成单线态氧
(1 O2)。单线态氧和氧化物都具有细胞毒作用，激
发的单线态氧是高活性的，与生物分子中的氧化敏
感基团作用导致其氧化功能失活，最终引起细胞死
亡，它是光动力疗法中诱导肿瘤坏死的主要形式之
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一。单线态氧的寿命很短且可移动距离有限，所以
光学治疗中受损细胞和组织的位置与光敏剂所在位
置及光的分布有密切关系。光敏试剂需要特定波长
的光使其激活，该光波长一般在可见光范围内
(630—760nm)，通过光纤将其传送到肿瘤部位。临
床使用的光敏试剂有卟非姆钠 (porfimer sodium，
photofrin)，卟 啉 苯 衍 生 物 的 单 一 酸 环
(benzoporphyrin derivative monoacid ring A，BPD-
MA)，维替泊芬 (verteporfin)和 5-氨基酮戊酸 (5-
aminolevulinic acid，ALA)等，分别代表一大类光敏
试剂，新型光敏试剂正在研究中［4］。由于目前使用
的光敏试剂不能专一地聚集在细胞核，所以光学治
疗未能选择性地破坏 DNA，也不具备选择性地杀死
癌细胞的特征。
肿瘤光动力疗法(PDT)自问世 20 年来，不仅基
础研究有了长足进步，临床研究也积累了丰富资料。
20 世纪 90 年代初，加、荷、美、日等国已经先后将光
动力疗法确认为一种新的肿瘤疗法。这就对药物化
学家提出了一项新的课题:研究、开发和提供肿瘤光
动力治疗新药，这种新药必须具有结构明确、理化性
质稳定、肿瘤选择性摄入率高、光谱学理想、光动力
作用强和细胞毒性低的特性［5］。可以预期，光动力
疗法由于其独特的优点和良好的兼容性，必将成为
肿瘤诊断和治疗中的新秀，在肿瘤的综合治疗中发
挥重要作用。
3 4-硫脱氧胸苷作为 UVA 光辅助抗癌药物
在以往大量的抗病毒和抗癌活性测试研究中，
研究者主要对 5-取代-2′-脱氧尿苷及其类似物进行
了研究［6，7］，而对 4-硫代-5-取代-2′-脱氧尿苷及其类
似物的合成［8—11］和 生物学探索［12］甚 少。自从
Lipsett［13］从大肠杆菌分离出 4-thiouridylic 酸以来，
含硫及硫代类似物的 DNA 组成部分(如硫碱基
(thio-base)和硫代核苷(thio-nucleoside))吸引了人
们的广泛关注。DNA 是主要的遗传物质，天然产生
的 DNA 不同于蛋白质，它不含有硫。相对于正常的
DNA 组成，含硫代类似物的 DNA 拥有独特的生物、
化学和物理性质［14—19］。尤其是含硫碱基对紫外线
的高灵敏度，使我们能够选择性地对含硫代类似物
的 DNA 进行跟踪，同时，尽量减小对正常 DNA 的影
响。导致这些性质的主要原因在于碱基(A，G，C，
T)是最主要的 DNA 的发色基团，其吸收光谱分布
在紫外区域 (260—270nm)，含硫类似物则在紫外
长波(315—400nm，UVA)区有吸收，这为癌症和其
他疾病的治疗提供了一种新的途径［20—23］。
徐耀忠和 Karran 等［22，24］近来研究发现，4-硫胸
腺嘧啶脱氧核苷［2′-deoxy-4-thiothymidine，S4 -dT］与
UVA 光作用能够选择地破坏 DNA，并杀死癌细胞。
这种杀伤力来自于 4-硫脱氧胸苷与紫外光(UVA)
的协同作用。4-硫脱氧胸苷在结构上与脱氧胸苷很
相似，可进入 DNA 内;并像脱氧胸苷一样，可专一性
地与腺嘌呤核苷配对，因此单独的 4-硫脱氧胸苷对
细胞不具有毒性。但是经 4-硫脱氧胸苷培养过的
细胞对低强度的 UVA 光非常敏感，这是因为 4-硫脱
氧胸苷在 335nm 处有最大吸收(图 1)，对紫外光
(UVA)高度敏感。4-硫脱氧胸苷与紫外光(UVA)协
同作用于 DNA 时，还与胸苷激酶(thymidine kinase，
TK)的含量有关。提高 TK 含量，对正在生长的细胞
(如癌细胞)中 DNA 的复制影响更大。因此研究和
开发 4-硫脱氧胸苷及类似物，作为 UVA 光辅助抗癌
药物，用于癌症治疗是很有意义的。
图 1 dT 和 S4 -dT，BrdU 和 S4 -BrdU 的化学结构式及其
UV 光谱［25，43］
Fig. 1 UV spectra and chemical structures of thymidine
(dT) and 4-thiothymidine (S4 -dT)，5-bromodeoxyuridine
(BrdU)and 4-thio-5-bromodeoxyuridine (S4 -BrdU)［25，43］
并非所有含硫脱氧胸苷都可以作为 UVA 光辅
助抗癌药物，并对 UVA 具有较好的吸收。例如，硫
代脱氧胸苷中，4-硫羰基比 2-硫羰基有更好的紫外
吸收。其原因主要有两个:一是 4-thioT 紫外线吸收
波长比 2-thioT 要长得多，2′-脱氧胸苷(dT)的 UV
λmax(C2H5OH)= 270nm，2-硫代-2′-脱氧胸苷(S
2 -
dT)的 UV λmax(pH = 6)= 276 nm，而 4 -硫-2′-脱氧
胸苷(S4 -dT)的 UV λmax(pH = 7)= 335nm
［25］(图
2)。后者可以方便地吸收近紫外线(UVA)。二是
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胸腺嘧啶碱基在 2 位和 4 位分别有羰基或硫羰基
(thiocarbonyl)。实验发现，在 4-硫脱氧胸苷碱基中
4-硫羰基的反应活性远高于 2-硫羰基的反应活
性［26］，所以在寡核苷酸或 DNA 中 4-硫-胸腺嘧啶很
容易吸收近紫外光(UVA)并与 DNA 发生光反应，
从而损害 DNA 及其细胞。为此，4-硫脱氧胸苷可作
为紫外光(UVA)辅助治疗癌症中的抗癌药物，即
UVA / thiothymidine 疗法。
图 2 dT，S2 -dT 和 S4 -dT 的化学结构式［25］
Fig. 2 Chemical structures of dT，S2 -dT and S4 -dT［25］
UVA / thiothymidine 疗法是利用 UVA 光和 4-硫
脱氧胸(腺嘧啶脱氧核)苷(4-thiothymidine)的协同
作用来损伤 DNA 及其细胞。癌症组织细胞，由于其
快速增长，癌细胞需更多地复制 DNA，因此更容易
富集 4-硫胸腺嘧啶(碱基)，比正常组织细胞更容易
受到紫外线的影响。研究表明，当含有 4-硫胸腺嘧
啶(碱基)的细胞暴露在紫外光时，对正常组织细胞
无害的低剂量紫外光很容易把含有 4-硫胸腺嘧啶
(即带此碱基的 DNA)的癌细胞杀死［25］。因此，4-
硫脱氧胸苷结合紫外光疗法，在治疗癌症方面具有
良好的潜力，特别是对皮肤癌和其他一些易受光影
响的肿瘤［24］。在治疗癌症方面，与传统的化疗和放
疗相比，这种疗法是一种较温和且具有高选择性的
方法。如化疗一样，此疗法将使药物(4-硫脱氧胸
苷)在人体内循环，因此具有破坏身体不同部位的
癌细胞的潜能。与化疗不同的是，这种药物很少进
入正常细胞，故在接触到紫外光时，也很少或不损害
正常组织细胞，因此这种药物毒性较低。另外，还结
合放射治疗的特点，可以把紫外光集中到指定区域，
提高专一性。与放射治疗不同的是，紫外光的能量
要低得多，并且它只杀死含有对紫外线辐射光敏感
碱基的细胞。这种方法将更加适用于皮肤癌及其他
存在于皮肤表面的肿瘤细胞，因为这些细胞容易获
得紫外线光源。当然，它也可以借助光纤设备解决
某些内部癌症的细胞或组织，这将使这种方法成为
更有效的癌症治疗方法。
光动力疗法(PDT)和 UVA / thiothymidine 疗法
相同之处在于都使用光辐射(可见光、近红外光或
紫外光)在“光敏药物”的协助下杀死癌细胞;不同
之处是，光动力疗法在光敏化剂存在下，光能被光
敏化剂分子吸收，它如同催化剂那样不断反复地光
敏化，产生光氧化作用，它们与生物分子中的氧化敏
感基团作用导致其氧化失活，最终引起细胞死亡而
发挥治疗作用。UVA / thiothymidine 疗法是 4-硫脱
氧胸苷进入癌细胞的 DNA，当细胞暴露在低剂量紫
外光时，对正常组织细胞无害的紫外光线(UVA)很
容易把含有 4-硫胸腺嘧啶(碱基)的 DNA 的癌细胞
杀死。
对于光动力疗法，生物体系中的变化是光敏剂
引发的光氧化过程的结果，由于目前用的光敏化剂
不能专一地聚集在细胞核，所以光动力疗法不能选
择性破坏 DNA。另外，光动力疗法不具有选择性地
分辨和杀死癌细胞的特征。为解决这一问题，
Karran 和徐耀忠提出上述 UVA / thiothymidine 疗法，
即紫外光(UVA)辅助治疗下的 4-硫脱氧胸苷类抗
癌药物疗法，以解决当前癌症治疗中的不足。
4-硫脱氧胸苷是一种碱基修饰的核苷。为了更
好地理解其生物学和药学性能，有必要讨论其相关
的化学。
4 碱基修饰 DNA 的化学合成
4. 1 常规合成方法
这种 合 成 方 法 常 用 于 制 备 无 需 修 饰 的
DNA［27］。目前，此法已经广泛地应用于含有修饰碱
基的 DNA 的制备中［28，29］。其步骤如下: (1)制备
所需的碱基修饰过的核苷;(2)使其转变成碱基修
饰过的核苷亚磷酸酰胺;(3)通过自动化的 DNA 合
成器，结 合 亚 磷 酸 酰 胺 合 成 法 合 成 低 聚 物
(oligomer)。合成好的碱基修饰过的低聚物还需进
行合成后处理(post-synthesis)，比如，去保护和提
纯，最后产生需要的碱基修饰的 DNA。
4. 2 合成后再功能化
以上是制备含有稳定的修饰碱基 DNA 的常规
方法，修饰碱基必须遵循在 DNA 合成中和合成后的
各种反应。但在 DNA 制备之后的分离提纯过程中，
有些具有生物特性的修饰碱基不是很稳定。为了解
决这个问题，引进了合成后置换法(post-synthetic
substitution)［30—33］ 或 用 酶 催 化 转 换 核 苷 的 方
法［34，35］。其要点是:找一个带有合适离去基团的聚
合体，并且这个离去基团在 DNA 的合成和转换中是
稳定的，在合成后可通过其他的化学药品对这个碱
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基上进行所需官能团的转换。
4. 3 组合方法
化学合成是合成较短或适中长度低聚体(一般
不会超过 30 个碱基)的理想方法。随着链的增长，
DNA 合成反应会生成新的、较多量的副产物，导致
产品纯化较困难。用化学方法制备含有修饰碱基的
较长的低聚体是更加困难的。新的策略 (化学合成
和酶捆绑)是解决这一难题的好方法。原理是:首先
用常规的或合成后再功能化的方法来制备含有修饰
碱基的低聚体，然后用 DNA 激酶和 ATP 在被修饰
的低聚体的 5′位磷酸化后，再与另外一个低聚体通
过 DNA 连接酶形成更长的 DNA 片段［36，37］。
尽管生命体中只有 4 个碱基成分(腺嘌呤，鸟
嘌呤，胞嘧啶和胸腺嘧啶(一些特殊情况下 5-甲基
胞嘧啶))用于 DNA 中，并用它们来保存和传递遗
传信息，但 DNA 损伤而生成的修饰碱基的数量将
远远多于 4 个，至少已有 33 种不同形式的受损碱基
作为 DNA 糖基化酶的底物，其修复机理已得到很好
的研究［34］。研究碱基修饰 DNA 的领域在不断发
展，已有众多关于碱基修饰 DNA 的制备且应用于生
物研究的报道［28，29，36，37］。碱基修饰 DNA 最初的化
学研究是将碱基修饰的 DNA 作为 DNA 修复研究的
底物，现在化学研究已被用于其他领域。例如，在特
定的 DNA 基团上引进一个核磁共振(NMR)敏感原
子，用于核磁分析 DNA 结构或它与蛋白质的相互作
用［38，39］。本文不能收集所有碱基修饰 DNA 的化学
反应，这里集中介绍含有硫碱基(硫胸腺嘧啶)DNA
的化学合成和近期在癌症研究中的应用。
5 含 4-硫脱氧胸苷的 DNA 合成化学
从化学结构上看，核苷类化合物的共同特点是由
糖基和碱基构成。修饰核苷和天然核苷存在着不同
程度的相似之处，所以在体内有以假乱真之效。核苷
类化合物可以从两方面进行修饰:糖基的修饰和碱基
的修饰。这两种修饰都可以不同程度地改变核苷化
合物的生物活性。胸(腺嘧啶脱氧核)苷是由糖和胸
腺嘧啶组成的化学物质，而含硫胸(腺嘧啶脱氧核)苷
也是糖和含硫胸腺嘧啶组成的化学物质。
4-硫脱氧胸苷(S4 -TdR)是一种天然的脱氧胸苷
(TdR)的类似物，其中的 4 位氧原子被硫原子取代，
它具有很强的紫外线(UVA)吸收［30—33］(见图 2，
TdR 和 S4 -TdR)。2001 年，Massey 等［22，24］提出 4-硫
脱氧胸苷(S4 -TdR)在紫外线作用下是潜在的治疗
癌症药物。他们发现 4-硫脱氧胸苷可以很容易地进
入细胞的 DNA，低剂量的紫外线对含有 4-硫脱氧胸
苷的 DNA 很容易造成致命伤害。这个 DNA 的致命
性损伤可能是 4-硫脱氧胸苷在紫外线作用下导致
细胞死亡的机制之一，关于详细机制解释还未见报
道。因此，对 4-硫脱氧胸苷的光物理和光化学研究
有助于理解 4-硫脱氧胸苷如何在紫外线作用下诱
导细胞死亡的作用机制。
5. 1 4-硫脱氧胸苷的制备
制备含有硫碱基 DNA 常规方法的第一步就是
获得必需的含硫核苷(如保护好的含硫碱基核苷)。
虽然一些含硫碱基(如 4-硫尿嘧啶，4-thiouracil)的
核苷可以买到，但大多数含硫碱基脱氧核糖核苷还
未商品化。本文中含硫核苷指的是带有硫碱基的脱
氧核糖核苷。方法之一是使含硫碱基和脱氧核糖结
合在一起(图式 1)［40］。另一种广泛使用的方法是
修饰相应的核苷。4-硫脱氧胸苷和 4-硫脱氧尿苷可
以通过用糖基被保护的嘧啶核苷与 P2 S5 或者
Lawesson's 试剂［41］来制备(图式 2)。
HMDS:hexamethyl disilazane
TCS:trimethylsilyl chloride
图式 1 从尿嘧啶类似物和糖合成尿苷类似物［40］
Scheme 1 Synthesis of uridine analogues from uracil
analogues and sugar［40］
图式 2 五硫化二磷 /吡啶或 Lawesson's 试剂法合成 4-
硫-2′-脱氧胸腺嘧啶核苷［41］
Scheme 2 Synthesis of 4-thio-2′-deoxythymidine by use of
P2 S5 / pyridine or Lawesson reagent
［41］
图式 2 路线只适用于对酸稳定和对温度不敏感
的核苷合成。但是有些 4-硫脱氧胸苷的类似物，如
4-硫-5-溴-2′-脱氧尿苷 (4-thio-5-bromo-2′-deoxyuri-
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dine)和 4-硫-5-碘-2′-脱 氧 尿 苷 (4-thio-5-iodo-2′-
deoxyuridine)的合成受温度影响较大，因此，有必要
设计一条新的合成方案［42］。方法之一是把嘧啶核
苷 4 位上氧转变成三唑，此反应产率几乎定量。接
着，合成的混合物只需用硫代乙酸处理，即可获得所
需要的硫代核苷(图式 3)。由于硫的存在，硫代核
苷在紫外线(326—335nm)下有很强的吸收。这个
反应的主要优点是合成中所有反应都在室温下进
行，也同样适用于其他对温度敏感的化合物以及携
带在 5′位上有保护基团(DMT)的核苷。4-硫脱氧胸
苷的类似物(4-硫-5-溴-2′-脱氧尿苷［43］和 4-硫-5-碘-
2′-脱氧尿苷［44］)也可以用同样的方法来合成。
图式 3 三唑法合成 4-硫-2′-脱氧胸腺嘧啶核苷及类似
物［42］
Scheme 3 Synthesis of 4-thio-2′-deoxythymidine analogues
via triazolo substituent［42］
5. 2 4-硫脱氧胸苷衍生物的制备及其纳入 DNA 中
的方法
含硫碱基的脱氧核苷可以方便地转换成它们的
亚磷酰胺单体。如何将这些带有含硫碱基单体和 4
个自然碱基单体纳入 DNA 中是值得研究的。在早
期的研究中［45，46］，制备 4-三唑胸腺嘧啶核苷亚磷酰
胺单体的产率可达到 97%，并且这种 4-三唑胸腺嘧
啶核苷能够稳定地进入到 DNA 低聚物中。在
25℃，用不同的试剂与连接到多孔玻璃支持的载体
(controlled-pore-glass，CPG)上的保护的低聚物反
应，可取代低聚物中 4 位的三唑基团，进而合成所需
要的转基团低聚物(图式 4)［45］。
通过更深入的研究发现，对硝基苯硫基是一个
保护基，而且是一个容易被快速亲核取代的、好的离
去基团，因为它在 DNA 合成中是稳定的，能用来合
成各种修饰的 DNA。图式 5 提供了一个普遍的方
法(合成后再功能化途经)，在 DNA 合成中，通过这
种方法很容易制备各种 4-取代硫嘧啶衍生物而不
用反复制备每一个修饰碱基核苷亚磷酰胺的单
图式 4 含硫胸腺嘧啶寡核苷酸产物的合成［45］
Scheme 4 Synthesis of oligomers containing thymine
analogues［45］
体［47］。由于 4-硫胸腺嘧啶中硫原子具有极强的亲
核性，它可与各类试剂(如甲基碘)直接反应，即实
现硫酮的功能化。
我们制备了包含有 4-硫胸腺嘧啶(碱基)衍生
物的 DNA。由于 4-三唑嘧啶衍生物(碱基)很容易
制备［50］并且容易被氮丙啶［51］和硫羟乙酸所取
代［46］，因此合成后再功能化的方法已被用在制备含
4-硫胸腺嘧啶(碱基)的 DNA 和其他 4 位取代胸腺
嘧啶(碱基)衍生物［45］的合成中(此方法在图式 4
中提到)。此法也应用于很多其他工作中并用于
RNA 模拟物的制备中［52］。其它制备含有 4-硫嘧啶
(碱基)DNA 的方法已有报道［53—55］。
5. 3 纯化
以上我们介绍了几种制备修饰碱基 DNA 的方
法［48］，在制备了相关碱基 DNA 后，下一步工作是如
何纯化，从而最终获得生物研究所需要的 DNA。在
很多分子生物学的实验中，需要高纯度含有碱基修
饰的 DNA，所以制备高纯度改性修饰 DNA 的低聚
体是非常重要的。提纯一个低聚体最常用的方法是
高压液相色谱法 (HPLC)和聚丙烯酰胺凝胶电泳
(PAGE)。HPLC 有两种类型:反相法和阴离子交换
法。一个中等长度(如 15 聚体)的低聚体，具有很
相近的化学性质，用反相 HPLC 法分离效果不佳。
虽然阴离子交换 HPLC 法在中性条件下有时可分开
长度相差仅一个核苷的低聚体，然而多数情况下不
能分离长度相等的低聚体。PAGE 法也可在中性条
件下进行，但也不能分离长度相等而只有一个基团
不同的低聚体。
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图式 5 5′-氧(4，4′-二甲氧基)-4 -［S -(2 -氰乙基)］硫胸腺嘧啶产物的合成和结构［45—47，50，51］
Scheme 5 Synthesis of 5′-O-(4，4′-dimethoxytrityl)-4-［S-(2-cyanoethyl)］-thiothymidine ［45—47，50，51］
图 3 液相色谱上的阴离子交换柱(pH = 12)21 聚体
(GCA CCT CCT TGX TGA CCT GCT)的色谱图 ［56］
Fig. 3 Liquid chromatograms on an anion exchange column
at pH = 12 of synthetic 21-mers with the sequence GCA CCT
CCT TGX TGA CCT GCT (peak 1:X，4-thiothymine;peak
2:X，thymine;peak 3:PX，O4 -methylthymine)［56］
为了突破这个限制，我们设计了新的方案［56］，
用阴离子交换柱在 pH = 12 的碱液中将包含有修饰
的胸腺嘧啶(图 3)和修饰的鸟嘌呤(或嘌呤)的低
聚体进行分离、提纯。并在 pH > 10 的溶液中进行
分离，这一过程可通过以下原理解释:pH > 10 时，不
仅磷酸盐质子被解离，而且连在碱基上的亚胺基的
质子也被解离，因此具有胸苷嘧啶的低聚体比具有
O4-甲基胸苷嘧啶(图 3)的低聚体多一个电荷。这
个机理也可以解释含有其他的 O4-修饰胸腺嘧啶或
者 O6-修饰鸟嘌呤的低聚体从它们各自母体中的
分离。
将含硫碱基的低聚体从其烷基化的含硫碱基低
聚体分离出来是具有实际意义的。此外，尽管含硫
碱基(如含硫胸苷嘧啶)和它的母体碱基(如氧的
类似物，胸腺嘧啶)在 4 位上都含有亚胺基的质子，
然而我们发现，在洗提过程中，含硫碱基低聚体迟于
它的母体低聚体出峰(图 3)。这个分离方案提供了
一种有效的方法来提纯修饰碱基低聚体，但是有些
含修饰碱基(如 O4-烷基胸腺嘧啶)低聚体在碱性溶
液中不是很稳定，这一点需要特别注意。尽管如此，
这个方法仍然可以使用。只要确保产物峰被收集
后，将溶液立即调成中性。
5. 4 组成分析
为确定已制备并被纯化的低聚体就是所需的修
饰低聚体，还必须确定这种低聚体具有正确的长度
和碱基成分。一个低聚体的长度可以用 PAGE 分析
法轻易地检测。对修饰碱基的低聚体来说，确定碱
基组成是尤其重要的。通常应用的方法有碱基成分
分析和核苷成分分析。前者通常是用加热的酸性水
解溶液将碱基从糖中切下，然后用阴离子交换法
(或纸色谱法)分析得到的碱基。这种方法不适用
于对酸或温度敏感的修饰碱基。核苷成分分析是将
低聚体酶解成核苷，然后用 HPLC 反相法分析核苷。
因为酶解生成核苷的条件温和，HPLC 可以很好地
将修饰碱基核苷从其他核苷中分离出来，这种方法
在文献中经常被提到。
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以下是一个典型的例子:用磷酸二酯酶分解已
纯化的低聚体(约 0. 5OD)，然后用碱性磷酸酯酶来
酶解生成核苷。经 HPLC 反相法分离核苷(天然和
改性核苷)，再用紫外线探测器检测出未修饰碱基
核苷在 260nm 处有吸收峰，而含硫核苷在 310—
340nm 处有吸收峰。应该强调的是，所有制备、提纯
和分析的条件都是温和的，这样可以保证改性核苷
在分析前后均保持完整。
6 含有 4-硫脱氧胸苷的 DNA 的化学和物理
性质
在很多方面 DNA 中硫碱基具有硫的性质，如较
强的亲核性、易氧化和光化学行为，而不含硫原子的
天然 DNA 不具有这些性质。这些硫碱基独特的性
质已经在制备其他修饰碱基 DNA 中得到了应用，并
可应用于生物学研究。
6. 1 直接烷基化
制备含有烷基硫碱基的 DNA，常见的方法是制
备一个烷基取代的烷硫碱基单体，然后合成该单体
并最终生成含有烷基取代的硫碱基的 DNA 单体。
这种方法可用于含有 S4 -甲基胸腺嘧啶的 DNA 制
备［25］。
利用 DNA 中硫碱基独特的性质，我们设计出一
个替换的方法即直接烷基化。通过用甲基化碘化物
(CH3 I)对 DNA 中硫胸腺嘧啶(碱基)直接烷基化来
制备 S4 -甲基硫脱氧胸苷及类似物。O4-甲基胸腺嘧
啶是一个具有重要生物性能的修饰碱基，导致 DNA
复制中 GC 到 AT 的转化［57］。S4 -甲基硫胸腺嘧啶、
O4-甲基胸腺嘧啶的结构类似(图式 6)。易产生 S4 -
甲基硫脱氧胸苷这一事实也暗示含硫脱氧胸苷的细
胞可能有毒性，因此我们应该研究更多的含硫脱氧
胸苷的细胞毒性。
硫脱氧胸苷(S4-dT)及类似物在硫甲基化后产生
一个新的紫外吸收，其最大吸收在 315nm 左右［57］，
而 4-硫-2′-脱氧胸苷的紫外最大吸收在 335nm［14］。
这些性质可用来研究 DNA 的 S4-dT 的硫甲基化(图
4)。使用 0. 25% 甲基碘保温处理寡核苷酸序列 5-
AATTTCCGGGGATCCGTAXGCCTGCAGCCAAGCT-3
(其中 X = S4T)，这是典型的 SN2 反应
［58］。经过不
同时间后，样品可用快速蛋白质液相色谱(FPLC)分
析，所得色谱表明可成功分离甲基化和未甲基化的寡
核苷酸。图 4 显示含寡核苷酸的 S4T 在甲基化试剂
的存在下进行快速转换。在 50min 后大约 50%含底
物的 S4T(S)被甲基化，在 140min 后，超过 80%的含
图式 6 O4 -甲基胸苷和 S4 -甲基硫胸苷产物的合成和结
构［57］
Scheme 6 Synthesis ＆ structures of O4 -methylthymidine
and S4 -methylthymidine derivatives［57］
底物的 S4T 已转换成甲基化产品(P)。
图 4 通过碘甲烷来甲基化 DNA 中的硫胸腺嘧啶(5-
AATTTCCGGGGATCCGTAXGCCTGCAGCCAAGCT-3 的寡
核苷酸 (X = 硫胸腺嘧啶)与 0. 25% 的碘甲烷溶液反
应，用 MonoQ HR 5 /5 的色谱柱分离未甲基化和甲基化
的产物。S:未甲基化寡核苷酸;P:甲基化产物)［57］
Fig. 4 Methylation of S4 -dT in DNA by methyl iodide:An
oligodeoxynucleotide with the sequence 5-AATTTCCGGG-
GATCCGTAXGCCTGCAGCCAAGCT-3，where X = S4 -dT，
was incubated with 0. 25% MeI. Aliquots were withdrawn at
the times indicated and the unmethylated and methylated
forms were separated by chromatography on a MonoQ HR
5 /5 column. The abscissa is the elution time from the col-
umn. S:unmodified substrate oligonucleotide;P:methlyat-
ed product［57］
6. 2 光化学性质
DNA 是紫外(UV)光作用于生物体的主要靶
分子。在低强度的 UV 光照射下，DNA 也会产生偶
联产物［59］。紫外光对 DNA 作用造成 DNA 损伤的
主要光化学产物是环丁烷嘧啶二聚体(Pyr <> Pyr)
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和(6-4)双嘧啶(嘧啶和嘧啶酮)光化学产物(图
5)，它们已被确定为有害的加合物，阻碍了 DNA
的复制与转录，从而造成细胞死亡，并可引起细胞
变异［60—63］。含硫碱基(如 4-硫胸腺嘧啶)的核酸具
有卓越的光化学性能，已用来详细研究光化学反应
的形成机制和(6-4)加成的嘧啶产物和嘧啶酮 14 光
反相产物［64—68］。
图 5 环丁烷嘧啶二聚体和(6-4)双嘧啶(嘧啶和嘧啶
酮)光化学产物的结构［61—63］
Fig. 5 Structures of cyclobutane pyrimidine dimers and(6-
4)bipyrimidine［61—63］
在 1—2 当量的 N9 取代的腺苷存在时用光照
射 N1 取代的 4-硫胸腺嘧啶，不论取代基是什么(核
糖，脱氧核糖体，羧甲基等)，所得光化学反应产物
令人意外，它提供一个单一光学产物，即 N4(4-氨
基-N6 -甲酰嘧啶-5)5-甲基胞嘧啶(10)。有趣的
是，在核苷系列中这种 N6-甲酰胺基嘧啶腺苷可在
碱性条件下衍生发生去甲酰化，当其失去最初连接
在腺嘌呤核苷的 N9，经加热分解得到化合物 11(图
式 7)。这些光学加成物的形成，预计会再通过［2
+ 2］环加成反应才出现 N7-C8 腺嘌呤核苷的双
键［69］。
光作用下的环加成反应，在不同波长的光照射
下会得到不同的产物。由于这种类型的产物是由紫
外线引起的 DNA 的加合物，它是一个重要光损害的
产物，因此需对 Tps4 T 进行光化学研究。Tps4 T 取得
了 4 个光加成物(图式 8)包括 thietane 13 与(6-4)
双嘧啶(嘧啶和嘧啶酮)14，其比率是 3∶ 1，进一步光
化学转换进入 DNA 的 Dewar 价异构体 15。通过去
氢，然后消除其硫(thiol)氢键，并以低产率形成一种
新的光学化合物 16。由于这个光化学反应生成的
thietane 13 将进一步反应生成(6-4)双嘧啶(嘧啶和
嘧啶酮)14，为了停止在 thietane 13 阶段的光化学反
应，4-硫胸腺嘧啶的 N3 位置由甲基所占据。另一
个光作用下的环加成反应如图式 9，从化合物 17
Tpm3 s4 T 出发，通过环加成反应得到化合物 18，19
图式 7 在 N9 取代腺嘌呤存在下光照射 N1 -取代 4-硫
胸腺嘧啶后产生的 N6-甲酰胺基嘧啶腺苷［69］
Scheme 7 Postulated reaction scheme yielding (N6-Fapy-
Ade)upon irradiation of N1-substituted 4-thiothymine in the
presence of N9 substituted adenine［69］
和 20，其产率分别是 25%，2% 和 24%。最少的
thietane 19 形成这一环加成反应途径，其中 5′-核苷
是顺式的构象，而 3′-核苷是反式的构象。可以通过
稳定的 thietane 衍生物出现来检查其自身的光化学
稳定性。
值得注意的是，含有互相交换的 thietane 13 和
(6-4)双嘧啶(嘧啶和嘧啶酮)光学产物 14 的混合
物，在波长为 254nm 的光照射下，其中性水溶液可
以定量地恢复到 Tps4 T。但是，在 pH = 10 的水溶
液中，含有互相交换的 1314 的混合物，其结果是
完全转变到 14 没有逆转反应发生，这表明光反转反
应涉及 thietane 13 的 254nm 的光致活作用。这一点
已得到证明，因为 Tpm3 s4 T 的 254nm 光反转作用，
在 pH 值为 6 和 pH 值为 10 的反应体系下，thietane
18 也可以得到［68，69］。目前，详细分析在多聚核苷酸
中 S4 T 的光化学行为的报道很少，仅有文献报道当
S4 T 进入八聚核苷酸中时，Tps4 T 双聚核苷酸的光化
学行为可以再发生［68］。
6. 3 4-硫脱氧胸苷的紫外吸收及应用
正常条件下，天然碱基的紫外最大吸收峰在
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图式 8 光照射 Tps4 T 后获得的光化产物的结构［68，70］
Scheme 8 Structure of the photoproducts obtained upon
irradiation of Tps4 T［68，70］
图式 9 光照射 Tpm3 s4 T 后获得的光化产物的结构［68，70］
Scheme 9 Structure of the photoproducts obtained upon
irradiation of Tpm3 s4 T［68，70］
260nm 左右，而那些含硫碱基的紫外线最大吸收峰
一般在 340nm 左右。例如，4-硫脱氧胸苷在 335—
340nm 处有一吸收峰［9］和 4-硫-5-溴-脱氧尿苷在
340—345nm 处有一吸收峰［43］。这种特性也保留在
含有硫碱基的 DNA 中，因此，对监测和辐射含有硫
碱基的 DNA 是非常有用的［71］。同时，可以利用这
种性质来跟踪硫碱基的有关反应的路径［72］。例如，
胸腺嘧啶的 4-硫羰基经烷基化后在紫外光谱最大
波长处会有较大的改变，因此紫外光谱可用于监测
低聚体的结构变化。由于硫原子和氧原子结构很相
近，胸腺嘧啶 4 位的氧和硫的替换不会引起结构的
大改变，再加上具有独特的紫外吸收波长的性质，因
此含硫碱基 DNA 已广泛地用于与蛋白质作用，例如
生成光诱导及交联的底物［73］。这种方法可以直接
地证明其连接方式是交联键合。尽管交联结果并非
很专一，交联结合也不很稳定，但是这个光交联作用
方法已成功应用于核糖核酸拟酶的结构研究［74］。
7 4-硫脱氧胸苷及类似物的 DNA 在癌症研
究中的应用
我们已经描述了含硫碱基 DNA 的制备和将其
转换成其他修饰 DNA 的化学，但它的生物应用更为
重要。碱基修饰的 DNA 已经广泛应用于生物学研
究中(评论见参考文献［4，5，29，36，52］)。在癌症
研究中使用硫碱基修饰的 DNA-紫外线辐射是一个
崭新、拓展的课题，这里用几个例子说明其潜在的应
用价值。
7. 1 用紫外(UVA)作为一种新的癌症治疗手段
4-硫脱氧胸苷和低强度 UVA 光都不具有细胞
毒性。用 4-硫脱氧胸苷处理过的细胞对低强度的
UVA 光非常敏感。4-硫脱氧胸苷与 UVA 光作用能
够破坏 DNA 并杀死细胞［22，57］。4-硫脱氧胸苷与
UVA 光的作用依赖硫代核苷和 DNA 与胸苷激酶
(thymidine kinase，TK)的作用。癌细胞中胸苷激酶
含量高时，对癌细胞中 DNA 的作用也强。脱氧胸苷
和 4-硫脱氧胸苷不仅在结构上很相似，而且在碱基
配对性质上也相近。所以 4-硫脱氧胸苷和脱氧胸
苷一样，也能专一地与腺嘌呤配对［22］，并且 4-硫脱
氧胸苷在 335 nm 处有最大吸收，对 UVA 光敏感。
我们现在正进一步利用这种方法进行癌症治疗的
研究。
7. 2 4-硫-5-溴-脱氧尿苷作为药物前体在癌症研究
中的应用
最近我们发现，4-硫-5-溴脱氧尿苷(2′-deoxy-4-
thio-5-bromouridine，S4 -BrdU)［43］在 340 nm 处有最
大吸收，对 UVA 光也敏感(图 1)。尽管作用方式看
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上去与 4-硫脱氧胸苷有所不同，但它也使细胞对
UVA 光敏感。由于 5 位不同的取代基会产生不同
的共轭效应，共轭的加强导致核苷紫外吸收的波长
较长，研究发现其远远超过正常 DNA 的核苷吸收范
围(260—270nm)。由于 4-硫-5-溴脱氧尿苷的最大
波长接近可见光，紫外线激活的 4-硫-5-溴脱氧尿苷
对正常 DNA 造成的损害很小，提高了杀死细胞的选
择性。5-溴-脱氧尿苷(5-bromouridine，BrdU)也很
容易进入细胞中的 DNA，其对紫外线的敏感性依赖
于光敏剂(如 Hoechst 染料)［75］。在 5-溴脱氧尿苷
和 Hoechst 染料并存时，细胞对 UVA 光的影响更为
敏感［76］。这是因为，在两者并存的条件下，染料能
吸收紫外线的光子，并提供给溴原子分化变异的能
量［76］，从而促进 DNA 链断裂。4-硫-5-溴脱氧尿苷
本身可以充当生色团，因而避免对染料的需求。此
外，5-溴-脱氧尿苷的溴可以脱离其激发态本身，导
致 DNA 链断裂。因此，4-硫-5-溴脱氧尿苷 /UVA 治
疗是使细胞死亡的另一途径。这表明在 UVA 光辅
助下含硫胸腺嘧啶类似物可作为抗癌药物，这样新
型抗癌技术的研究成果为进一步研究肿瘤的综合治
疗提供了方向和思路。
8 结论和展望
以上主要讨论了 4-硫脱氧胸苷及类似物在紫
外光(UVA)作用下作为一种抗癌药物在癌症治疗
中的应用，以及相关的 DNA 化学。4-硫脱氧胸苷及
类似物在紫外光(UVA)作用下作为治疗癌症药物
具有下列优点。
(1)无毒:对紫外光(UVA)敏感的化学物质
(S4 -dT 和 S4 -BrdU)不曝露在 UVA 光下时对细胞是
无毒害的，而化疗中使用的药物几乎都具有很高的
细胞毒性。
(2)较低能量:紫外光(UVA 吸收带 315—
400nm)波长远大于放疗中所用的 X 射线 (约
1nm)和 γ 射线(0. 01nm)波长。UVA 的低能量使
其杀死细胞的条件比较温和并具有潜在的选择性，
对人体细胞无伤害。
(3)选择性作用于癌细胞:这些药物(S4 -dT 和
S4 -BrdU)对细胞的协同作用依赖胸苷激酶(TK)，它
可以调控癌细胞和肿瘤细胞等的增生，选择性地作
用于癌细胞，而光动力学治疗(PDT)中使用的光敏
试剂并不聚集在细胞核，因此不能选择性作用于癌
细胞。
正是由于 UVA 光作用下的 4-硫脱氧胸苷及类
似物有上述独特的优点，所以对此类化合物的开发
研究具有广泛的应用前景。
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